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形質膜中でカチオン輸送を行う P 型 ATPase の中の一つである筋小胞体カルシウムポンプ
(SERCA)の結晶構造解析が進み，ダイナミックな構造変化を伴うイオン輸送の実体が明らかに
されつつある。 
 本研究では，そうした P 型 ATPase の反応動態を一分子レベル・リアルタイムスケールで解
析し，その分子反応機構に迫ることを目的に，液中高速原子間力顕微鏡を利用した実験・観察




     Ion pumps transport specific cationic ion across the biomembrane against a 
concentration gradient through the energy obtained from ATP hydrolysis. Recent 
progresses in crystallographic study of sarcoplasmic reticulum Ca2+-ATPase (SERCA), 
which is one of the best-characterized P-type ATPases, allow us to discuss the 
transport mechanisms involving dynamical structural changes of P-type ATPases. 
     In this study, we constructed a novel method to analyze molecular reaction of 
P-type ATPase at a single molecular level and real time scale using a newly developed 
fast-scanning atomic force microscopy. Using the system, we succeeded to observe 
single molecule of SERCA and plasma membrane sodium pump act as a pumping 
machine by direct detection of their repeatedly up-and-down conformational changes. 
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ァー(75 mM MOPS-KOH, 150 mM KCl, 7.5 
mM MgCl2, 0.6 mM CaCl2, 0.5 mM EGTA, pH 
7.0)で希釈し，タンパク質濃度 50 ng/l に調
整した．これを劈開し正常な表面を露出させ
た直径 1 mm のマイカ基板上に 2l 滴下し，
30 分間静置することで基板上への試料固定
を行った（図 1）．その後，余分な SR 溶液を
バッファーで洗い流し，高速 AFM により観
察を行った． 






図 1. 精製 SR 試料および DOC 可溶化 SR 試料．























 続いて，10 nM ATP および 100 M Ca2+イオ
ン存在下において，マイカ基板上に展開した
筋小胞体（細胞質側）中の SERCA 分子を高
速 AFM により観察した結果を図 2A 上に，観
















る Thapsigargin 存在下においては，7.2±1.0 















応上の特徴および Post-Albers scheme との対
比から，図 2B にみられる 1 ピークが SERCA
反応の１サイクルに相当すると考えられる．







図 3. SERCA 細胞質ドメインの膜上高さの分布．
(A) 100 M Ca2+イオン存在下・ATP 非存在下にお
ける高さ分布．(C) 10 nM Ca2+イオン存在下・10 
M TG 存在下における高さ分布． 
図 2. 高速 AFM による SERCA の一分子反応観
察．(A) Ca2+イオン，及び，ATP 存在下におけ
る SERCA 構造のタイムラプス像．下段にはそ
れの X, Y 軸方向の断面を示す．測定開始後か
ら 3-4 秒目に，その前後とは明らかに高さ・形
状の異なる構造が観察された． (B), (C) 







こうした，高速 AFM を用いた SERCA のリア
ルタイム一分子反応解析は，脂質二分子膜内
における膜タンパク質の構造変化に着目し
















〔雑誌論文〕（計 3 件） 
1. Sanchez H, Suzuki Y, Yokokawa M, 
Takeyasu K, Wyman C*. Protein-DNA 
interactions in high speed AFM: single molecule 
diffusion analysis of human RAD54. (2011) 
Integr. Biol. 3(11), 1127-34 (査読有) 
DOI: 10.1039/C1IB00039J 
2. Yokokawa M, Takeyasu K. Motion of the 
Ca2+-pump captured. (2011) FEBS J. 278(17), 
3025-31 (査読有) 
DOI: 10.1111/j.1742-4658.2011.08222.x 
3.  Yokokawa M, Carnally SM, Henderson RM, 
Takeyasu K, Edwardson JM. Acid-sensing ion 
channel (ASIC)1a undergoes a height transition 
in response to acidification. (2010) FEBS Lett. 
584(14), 3107-10 (査読有) 
DOI: 10.1016/j.febslet.2010.05.050 
 
〔学会発表〕（計 4 件） 
1. Ikemoto K, Seki T, Kojima K, Sassa F, 
Yokokawa M, Suzuki H, Coulometric detection 
of an analyte in a liquid plug using a 
one-electrode system, 第 28 回「センサ・マイ
クロマシンと応用システム」シンポジウム 
2011 年 9 月 26 日・タワーホール船堀（東京） 
2. Yokokawa M, Fujimoto F, Kitamura M, 
Yokokawa R, Kotera H, Dual Q-dot transport on 
microtubule array with polarity defined by 
nanotracks and microtubule motility control, The 
24th International Conference on Micro Electro 
Mechanical Systems, Jan, 26 2011・Cancun, 
Mexico. 
3. Yokokawa M, Kitamura M, Yokokawa R, 
Kotera H, Polarity orientation of individual 
microtubules by nanochannels, 第 27 回「セン
サ・マイクロマシンと応用システム」シンポ






2010 年 6 月 10 日・東京大学  
 
〔図書〕（計 3 件） 
1. Yokokawa M, Itoh D, Suzuki H. 
Electrochemical microdevices. Biochemical 
Sensors: Mimicking Olfactory and Gustatory 
Senses. In press. 
2. Yokokawa M, Itoh D, Suzuki H. 
Nanotechnology for highly sensitive detections. 
Applications of Nanomaterials in Sensors and 
Diagnostics. In press. 
3. Suzuki Y, Yokokawa M, Yoshimura S, 
Takeyasu K. Biological Application of 
Fast-Scanning Atomic Force Microscopy. (2011) 
Scanning Probe Microscopy in Nanoscience and 




  横川 雅俊（YOKOKAWA MASATOSHI） 
 筑波大学・数理物質系・助教 
  研究者番号：50447885 
 
図 4. Single-line-scan 法による SERCA 反応の高時




(B) 生理的条件における SERCA 構造変化．上記条
件より更に高濃度の ATP 存在下（1 mM ATP，及び，
100 M Ca2+イオン存在下）においては，SERCA
の顕著な構造変化が完全に消失した． 
